















Abstract:  Neurotensin  subtype  1  receptors  (NTS1R)  represent  attractive  molecular  targets  for 
directing  radiolabeled neurotensin  (NT) analogs  to  tumor  lesions  for diagnostic and  therapeutic 
purposes. This approach has been largely undermined by the rapid in vivo degradation of linear 
NT‐based radioligands. Herein, we aim to increase the tumor targeting of three 99mTc‐labeled NT 
analogs  by  the  in‐situ  inhibition  of  two  key  proteases  involved  in  their  catabolism. DT1  ([N4‐




















Therapy  per  se  is  then  operated  by  the  peptide  analog  carrying  the  respective  therapeutic 
radionuclide (a beta, 177Lu, 90Y, Auger electron, 111In, or an alpha emitter, 225Ac) to upload cytotoxic 
radiation  doses  selectively  to  tumor  lesions  [1–5].  The  rationale  of  this  integrated  “theranostic” 
approach  relies  on  the  overexpression  of  the  target  biomolecule  in  cancer  cells  while  healthy 
surrounding tissues remain devoid of target expression [6]. 
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Accordingly, the neurotensin subtype 1 receptor (NTS1R) [7,8] has been regarded as an attractive 
molecular  target  for  such purposes owing  to  its high density expression  in many human cancers 
[9,10]. Thus, high NTS1R expression has been documented in pancreatic ductal adenocarcinoma [11–
13], Ewing’s sarcoma [14], colon carcinoma [15], prostate [16] and breast cancer [17], as well as other 
cancer  types  [18].  This  finding  offers  the  opportunity  to  develop  theranostic  NTS1R‐directed 





Preclinical  evaluation  of  resulting  radiotracers  revealed  their  propensity  to  proteolytic 
degradation, impairing their tumor targeting in animal models. Further NTS1R‐directed radiotracers 
were designed by structural changes  in  the NT(8‐13) motif, such as key‐amino acid substitutions 
and/or manipulation  of  peptide  bonds,  like  reduction, methylation  or  introduction  of  triazoles, 
aiming  to metabolic stability  improvements  [30–34].  It should be noted however  that  radioligand 
stability was assessed mainly by the in vitro incubation of analogs in mice or human serum and not 
in  vivo.  Furthermore,  these  structural  interventions  often  led  to  suboptimal  pharmacokinetics, 





the  fast  in‐vivo  catabolism of  these peptides and  their analogs. Thus,  the angiotensin  converting 
enzyme  (ACE)  is  involved  in  the rapid cleavage of  the Tyr11‐Ile12 bond, whereas neprilysin  (NEP) 
cleaves  both  the Pro10‐Tyr11  and  the Tyr11‐Ile12  bonds  [38–42].  It  should be noted  that NEP  is  an 




We have  recently proposed a new  strategy  to  improve  the metabolic stability and hence  the 
tumor targeting of radioligands from several peptide families via in situ inhibition of key‐proteases 

























The  DT1  (N4‐Gly‐Arg‐Arg‐Pro‐Tyr‐Ile‐Leu‐OH,  N4  =  6‐(carboxy)‐1,4,8,11‐tetraazaundecane), 














stock solution  (15 μL, 15 nmol) and v)  freshly made SnCl2 solution  in EtOH  (30 μg, 15 μL). After 
reaction for 30 min at ambient temperature, the pH was brought to ~7 by adding 1 M HCl (10 μL). 
Reversed‐phase  HPLC  was  performed  on  a  Waters  Chromatograph  based  on  a  600E 
multisolvent delivery system coupled to a Waters 2998 photodiode array detector and a Gabi gamma‐
detector (Raytest, RSM Analytische Instrumente GmbH, Straubenhardt, Germany). Data processing 





Healthcare, Chicago,  Illinois, USA), developed up  to 10 cm  from  the origin with 5 M ammonium 
acetate/  MeOH  1/1  (v/v)  for  99mTcO2  nH2O,  or  acetone  for  99mTcO4−  detection  [23,24].  The 
radiochemical labeling yield exceeded 98% and the radiochemical purity was >99%. Samples of 99mTc‐
DT1, 99mTc‐DT5 and 99mTc‐DT6 were tested before and after the end of biological experiments. 
All  manipulations  with  beta  and  gamma  emitting  radionuclides  and  their  solutions  were 
performed by trained and authorized personnel behind suitable shielding in licensed laboratories in 
compliance  to European  radiation‐safety guidelines and supervised by  the Greek Atomic Energy 
Commission (license # A/435/17092/2019). 




















were  collected  (internalized  fraction).  Sample  radioactivity  was measured  in  the  γ‐counter  (an 
automated well‐type gamma counter with a NaI(Tl) 3′′ crystal, Canberra Packard Auto‐Gamma 5000 




All animal studies were performed  in compliance  to European guidelines  in supervised and 
licensed facilities (EL 25 BIO 021), whereas the study protocols were approved by the Department of 

















2). The tR of  the  intact radiopeptide was determined by coinjection with  the respective  99mTc‐DT1, 
99mTc‐DT5, or 99mTc‐DT6 reference in the HPLC. 
  


























a bolus containing  99mTc‐DT1  (100 μL,  ≈50 MBq, 1.5 nmol  total peptide,  in vehicle)  together with 
vehicle (100 μL; controls) or with a PA + Lis solution or with a PA + Lis solution in gelofusin (100 μL; 
Gelo) and were euthanized at 3 h pi. Tomographic SPECT/CT imaging was performed with the y‐
CUBE/x‐CUBE  systems  (Molecubes,  Belgium).  The  SPECT  system  is  based  on  monolithic  NaI 












Labeling  of  DT1,  DT5  and  DT6 with  99mTc  typically  proceeded  by  brief  peptide‐conjugate 
incubation with  99mTcO4‐ generator  eluate,  SnCl2  as  reducing  agent  and  citrate  anions  as  transfer 


















(red bars)  in WiDr cells during 1 h  incubation at 37°C  (solid bars:  internalized  fraction; checkered 









DT6 displayed significantly higher stability  (55.1 ± 3.9%  intact; P <0.0001)  (Table 1; representative 
radiochromatograms are shown in Figure 3). 
Table 1. Stabilities of 99mTc‐DT1, 99mTc‐DT5 and 99mTc‐DT6 in peripheral mouse blood 5 min pi. 
  99mTc‐DT1  99mTc‐DT5  99mTc‐DT6 
Control  1.8 ± 0.8 (n = 4)  1.3 ± 0.2 (n = 2)  55.1 ± 3.9 (n = 2) 
PA  26.4 ± 2.2 (n = 2)  15.4 ± 5.1 (n = 2)  89.3 ± 6.7 (n = 4) 
Lis  18.8 ± 2.5 (n = 3)  28.8 ± 5.2 (n = 2)  ‐ 
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Figure 3. Representative radiochromatograms of HPLC analysis of mouse blood samples collected 5 




DT1  and  99mTc‐DT5,  revealing  the  role of  this  second protease  in  their  in vivo degradation.  It  is 
interesting to note that treatment of mice with both protease‐inhibitors resulted in a further rigorous 








However,  the Dab9‐modified analogs  99mTc‐DT5  (8.63 ± 1.8%ID/g; P <0.001) and  99mTc‐DT6  (6.09 ± 
1.15%ID/g;  P  <0.01)  showed  significantly  higher  renal  retention  compared  to  99mTc‐DT1  (1.80  ± 





99mTc‐DT1  (from  1.20  ±  0.21%ID/g  to  9.60  ±  3.62%ID/g;  P  <  0.0001)  and  99mTc‐DT5  (from  0.88  ± 























Block 1  Controls  4 h PA2  Lis 3  PA+Lis 4 
Blood  0.07 ± 0.02  0.15 ± 0.01  0.12 ± 0.03  0.10 ± 0.01  0.13 ± 0.06 
Liver  0.42 ± 0.02  0.42 ± 0.02  0.47 ± 0.05  0.39 ± 0.05  0.58 ± 0.12 
Heart  0.05 ± 0.01  0.08 ± 0.00  0.10 ± 0.02  0.08 ± 0.02  0.10 ± 0.02 
Kidneys  2.89 ± 0.56  1.80 ± 0.14  2.26 ± 0.30  2.24 ± 0.34  3.61 ± 0.93 
Stomach  0.90 ± 0.25  1.89 ± 0.26  1.39 ± 0.12  1.18 ± 0.22  1.39 ± 0.73 
Intestines  0.43 ± 0.14  1.30 ± 0.26  2.91 ± 0.30  1.72 ± 0.29  2.96 ± 1.02 
Spleen  0.26±0.02  0.26 ± 0.06  0.56 ± 0.13  0.32 ± 0.07  1.01 ± 0.30 
Muscle  0.02 ± 0.02  0.03 ± 0.01  0.05 ± 0.03  0.03 ± 0.01  0.07 ± 0.06 
Lungs  0.23 ± 0.10  0.20 ± 0.03  0.42 ± 0.06  0.19 ± 0.02  0.67 ± 0.08 
Pancreas  0.04 ± 0.01  0.08 ± 0.01  0.10 ± 0.02  0.06 ± 0.01  0.12 ± 0.02 











Blood    0.45 ± 0.16  0.41 ± 0.12 
Liver    0.90 ± 0.20  1.12 ± 0.27 
Heart    0.16 ± 0.04  0.22 ± 0.05 
Kidneys    8.63 ± 1.80  16.62 ± 1.63 
Stomach    2.00 ± 0.35  2.02 ± 0.37 
Intestines  0.42 ± 0.01  2.90 ± 0.28  4.30 ± 0.52 
Spleen    0.31 ± 0.09  0.86 ± 0.07 
Muscle    0.07 ± 0.02  0.11 ± 0.02 
Lungs    0.43 ± 0.10  1.10 ± 0.16 
Pancreas    0.16 ± 0.04  0.29 ± 0.03 











Block 1  Controls  4 h PA 2  Lis 3  PA+Lis 4 
Blood  0.11 ± 0.09  0.10 ± 0.06  0.10 ± 0.03  0.08 ± 0.03  0.09 ± 0.00 
Liver  0.36 ± 0.06  0.34 ± 0.07  0.42 ± 0.05  0.28 ± 0.01  0.45 ± 0.07 
Heart  0.09 ± 0.04  0.08 ± 0.02  0.12 ± 0.03  0.07 ± 0.02  0.10 ± 0.02 
Kidneys  10.83 ± 3.26  6.09 ± 1.15  11.14 ± 3.87  6.24 ± 1.56  14.61 ± 3.16 
Stomach  0.93 ± 0.30  0.44 ± 0.11  0.87 ± 0.22  0.62 ± 0.22  0.89 ± 0.16 
Intestines  0.46 ± 0.21  1.61 ± 0.55  2.52 ± 0.40  1.46 ± 0.32  2.81 ± 0.32 
Spleen  0.48 ± 0.16  0.64 ± 0.14  1.71 ± 0.26  0.75 ± 0.09  1.84 ± 0.28 
Muscle  0.03 ± 0.01  0.04 ± 0.03  0.05 ± 0.02  0.03 ± 0.01  0.09 ± 0.06 
Lungs  0.54 ± 0.07  0.22 ± 0.06  1.26 ± 0.15  0.19 ± 0.03  1.27 ± 0.02 
Pancreas  0.07 ± 0.04  0.10 ± 0.04  0.14 ± 0.02  0.07 ± 0.01  0.16 ± 0.02 










modified  99mTc‐DT5. On  the  other  hand,  99mTc‐DT6, despite  its  high  in  vivo  stabilization  by  this 
regimen,  fails  to  reach  similar  levels  of  tumor  uptake, most  probably  due  to  its  poor  in  vitro 
internalization capability. At the same time, renal accumulation has unfavorably increased. 
 
Figure 4. Comparative uptake  for  99mTc‐DT1  (green bars),  99mTc‐DT5  (blue bars) or  99mTc‐DT6  (red 
bars) in kidneys, intestines and WiDr‐xenografts at 4 h pi of radioligand administration without (paler 
bars), or with PA+Lis‐coinjection (darker bars) in male SCID mice; results are given as mean %ID/g 
values  ±  sd,  n  =  4.  Statistical  analysis  results  are  also  incorporated  in  the  diagram,  with  **** 
representing P <0.0001 and ns (non‐significant) P >0.05. 
3.3.3. SPECT/CT of 99mTc‐DT1 in WiDr Xenograft‐Bearing Mice   
Mice SPECT/CT  images obtained 3 h after  injection of  99mTc‐DT1 are presented on Figure 5. 
Significant accumulation was achieved in the NTS1R‐expressing WiDr xenografts and the kidneys. 
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Clear differences in renal and tumor accumulation could be observed between control (Figure 5a), 
PA+Lis  treated  (Figure  5b)  and  animals  coinjected with  PA+Lis  in  the  kidney  protecting  agent, 
gelofusine (Figure 5c). 
 









13), have been proposed  for diagnostic  imaging and radionuclide  therapy of human  tumors with 
high  NTS1R  expression.  In  search  of  metabolically  robust  analogs,  a  variety  of  structural 
modifications  have  been  introduced  on  the  linear  peptide NT(8–13) motif  and  their  impact  on 




catabolism  of  these  analogs, NEP  (cleaving  the  Pro10‐Tyr11  and  the  Tyr11‐Ile12  bonds)  and  ACE 
(cleaving  the Tyr11‐Ile12  bond) play  a major  role. Two  additional metallopeptidases, EC  3.4.24.15 
(thiolsensitive metallo oligopeptidase, thimet‐oligopeptidase, TOP) hydrolyzing the Arg8‐Arg9 bond 
and EC 3.4.24.16 (neurolysin) hydrolyzing the Pro10‐Tyr11 bond (Figure 1), are also implicated in the 
degradation  of  NT,  NT(8–13)  and  their  analogs  [30,31,33,34,38,40–42].  However,  the  latter  two 




focused on  the  two Arg8‐Arg9 and Tyr11‐Ile12 bonds. Stabilization of  the Arg8‐Arg9 bond has been 
attempted  by  a  replacement  of  either Arg  by  DArg,  Lys,  or Dab  as well  as  by  a  reduction  or 
methylation of the bond. Further stabilization of the Tyr11‐Ile12 site could be achieved by substitution 
of Ile12 by Tle12 [30,31,33,34,41]. The effects of the above modifications on the pharmacokinetic profile 
(a) (b) (c) 
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of  resulting  radioligands have not been  fully understood. This may be attributed  to  the methods 
commonly  applied  for metabolic  stability  determination,  comprising  almost  exclusively  in  vitro 
radioligand  incubation  in  tissue  homogenates  and/or  serum/plasma  [30,33,34].  In  the  first  case, 





We  have  previously  developed  a  series  of NT(8–13)‐based  analogs  carrying  an  open  chain 
tetraamine  chelator  for  stable  binding  of  99mTc  [23,24].  During  incubation  of  resulting  99mTc‐
radioligands in mice plasma, we have also observed increasing stabilization effects by Arg9/Dab9 and 
Ile12/Tle12  replacements. However,  responses  on  overall pharmacokinetics  in  tumor‐bearing mice 
were  less  straightforward.  For  example,  renal  accumulation  unfavorably  increased without  any 







capabilities  of  a  series  of  biodegradable  radiopeptides  [45–49].  These  studies  have  revealed  the 
central, but hitherto unrecognized, role of NEP in the rapid catabolism of many radiopeptides from 
different  peptide  families,  including  somatostatin,  bombesin  and  gastrin,  in  peripheral  blood, 




NT‐radiopeptides.  For  this  purpose, we  selected  99mTc‐DT1  (99mTc‐[N4‐Gly7]NT(7‐13)),  99mTc‐DT5 
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these  radioligands.  After  combined  treatment  of  mice  with  PA  and  Lis,  tumor  localization 
significantly  increased  for  both  99mTc‐DT1  (9.60  ±  3.62%ID/g;  P  <0.0001)  and  99mTc‐DT5  (12.29  ± 
2.73%ID/g; P  <0.0001)  compared with untreated  controls, highlighting  the  significance of  in vivo 
stability for the efficient delivery of intact radiopeptides to tumor sites, as previously documented 
[45–48]. Surprisingly, the increase observed in the tumor uptake of 99mTc‐DT6 was much lower (3.50 
±  0.34%ID/g; P  >0.05)  indicating  the pronounced negative  impact of  the poor  internalization/cell 




99mTc‐DT1: 3.61 ± 0.93%ID/g; P >0.05).  In view of  the above,  the most  favorable pharmacokinetics 
amongst this series of NT‐radiotracers are displayed by 99mTc‐DT1 during treatment of mice with the 
PA+Lis  combination.  In  contrast,  the  structural  interventions  in  99mTc‐DT5  (high  kidney 





namely  99mTc‐DT1  (99mTc‐[N4‐Gly7]NT(7‐13)),  99mTc‐DT5  (99mTc‐[N4‐βAla7,Dab9]NT(7‐13)), and  99mTc‐
DT6 (99mTc‐[N4‐βAla7,Dab9,Tle12]]NT(7‐13)), as examples. Structural interventions led to sub‐optimal 






key‐protease  inhibition. Hence,  they  highlight  the  need  for  further  validation  of  this  promising 
concept  in  the  field  of  neurotensin  radioligands  in  cancer  theranostics. It  should  be  noted  that 
registered NEP and or ACE inhibitors have been used for years and can theoretically be applied in 







Pharmaceutics 2020, 12, 528  13  of  16 
 
Author Contributions: Conceptualization, B.A.N. and T.M.; methodology, B.A.N. and T.M.; validation, B.A.N., 
P.K.,  T.M.,  and M.dJ.;  formal  analysis,  P.K.;  investigation,  P.K., A.K.,  B.A.N.,  and  T.M.;  resources,  E.P.K.; 
writing—original draft preparation, T.M.; writing—review and editing, all authors; visualization, P.K., A.K., 













Meulen, N.P.; Müller, C.;  et  al.  From  bench  to  bedside‐the  Bad Berka  experience with  first‐in‐human 
studies. Semin. Nucl. Med. 2019, 49, 422–437. doi:10.1053/j.semnuclmed.2019.06.002   






















in Ewingʹs  sarcomas.  Int.  J. Cancer 1999, 82, 213–218. doi:10.1002/(sici)1097‐0215(19990719)82:2<213::aid‐
ijc11>3.0.co;2‐8   
15. Gui,  X.; Guzman, G.; Dobner,  P.R.; Kadkol,  S.S.,  Increased  neurotensin  receptor‐1  expression  during 
progression of colonic adenocarcinoma. Peptides 2008, 29, 1609–1615. doi:10.1016/j.peptides.2008.04.014   











19. Granier, C.;  van Rietschoten,  J.; Kitabgi,  P.;  Poustis, C.;  Freychet, P.  Synthesis  and  characterization  of 
neurotensin analogues for structure/activity relationship studies. Acetyl‐neurotensin‐(8‐‐13) is the shortest 



















therapy  of  exocrine  pancreatic  cancer.  Eur.  J.  Nucl.  Med.  Mol.  Imaging  2003,  30,  1134–1139. 
doi:10.1007/s00259‐003‐1189‐y   
26. Achilefu, S.; Srinivasan, A.; Schmidt, M.A.; Jimenez, H.N.; Bugaj, J.E.; Erion, J.L. Novel bioactive and stable 





neurotensin  analogs  with  spacer‐enhanced  biological  performance  for  neurotensin‐receptor‐1‐positive 
tumor targeting. Nucl. Med. Biol. 2015, 42, 816–823. doi:10.1016/j.nucmedbio.2015.07.010   









32. Mascarin,  A.;  Valverde,  I.E.;  Vomstein,  S.;  Mindt,  T.L.  1,2,3‐triazole  stabilized  neurotensin‐based 
radiopeptidomimetics  for  improved  tumor  targeting.  Bioconjug.  Chem.  2015,  26,  2143–2152. 
doi:10.1021/acs.bioconjchem.5b00444   
33. Sparr, C.; Purkayastha, N.; Yoshinari, T.; Seebach, D.; Maschauer, S.; Prante, O.; Hubner, H.; Gmeiner, P.; 
Kolesinska,  B.;  Cescato,  R.;  et  al.  Syntheses,  receptor  bindings,  in  vitro  and  in  vivo  stabilities  and 
biodistributions of DOTA‐neurotensin(8‐13) derivatives  containing beta‐amino acid  residues—A  lesson 
about  the  importance  of  animal  experiments.  Chem.  Biodivers  2013,  10,  2101–2121. 
doi:10.1002/cbdv.201300331   
34. Maschauer,  S.;  Prante,  O.  Radiopharmaceuticals  for  imaging  and  endoradiotherapy  of  neurotensin 
receptor‐positive tumors. J. Labelled Comp. Radiopharm. 2018, 61, 309–325. doi:10.1002/jlcr.3581   
Pharmaceutics 2020, 12, 528  15  of  16 
 
35. Fröberg,  A.C.,  van  Eijck,  C.H.,  Verdijsseldonck,  M.C.,  Melis,  M.,  Bakker,  H.,  Krenning,  E.P.  Use  of 
neurotensin  analogue  In‐111‐DTPA‐neurotensin  (IN‐111‐MP2530)  in  diagnosis  of  pancreatic 
adenocarcinoma Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging 2004, 31, S392. doi:10.1007/s00259‐004‐1657‐z   









J.  Effects  of  thiorphan,  bestatin  and  a  novel metallopeptidase  inhibitor  JMV  390‐1  on  the  recovery  of 
neurotensin and neuromedin N  released  from mouse hypothalamus. Neurosci. Lett. 1992, 142, 200–204. 
doi:10.1016/0304‐3940(92)90373‐f   



















J.A.;  Martinez,  J.;  van  Gent,  D.C.;  et  al.  In  vivo  stabilization  of  a  gastrin‐releasing  peptide  receptor 
antagonist  enhances  PET  imaging  and  radionuclide  therapy  of  prostate  cancer  in  preclinical  studies. 
Theranostics 2016, 6, 104–117. doi:10.7150/thno.13580   
48. Kaloudi, A.; Nock, B.A.; Lymperis, E.; Krenning, E.P.; de  Jong, M.; Maina, T.  99mTc‐labeled gastrins of 















Pharmaceutics 2020, 12, 528  16  of  16 
 
53. Reubi,  J.C.;  Waser,  B.;  Schmassmann,  A.;  Laissue,  J.A.  Receptor  autoradiographic  evaluation  of 
cholecystokinin, neurotensin, somatostatin and vasoactive intestinal peptide receptors in gastro‐intestinal 
adenocarcinoma  samples:  Where  are  they  really  located?  Int.  J.  Cancer  1999,  81,  376–386. 
doi:10.1002/(sici)1097‐0215(19990505)81:3<376::aid‐ijc11>3.0.co;2‐5   





E.S.; Fricker, L.D. Analysis of  intracellular  substrates and products of  thimet oligopeptidase  in human 
embryonic kidney 293 cells. J. Biol. Chem. 2009, 284, 14105–14116. doi:10.1074/jbc.M807916200 . 
 
 
© 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access 
article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution 
(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 
 
